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TIIVISTELMÄ
Alzheimerin tauti (AD) on suurimpia yksittäisiä terveydenhuollon varoja kuluttavia tauteja
pitkällisen laitoshoidon tarpeen vuoksi. Keskeinen osuus taudin perustutkimuksessa on tautia
mallintavilla siirtogeenisillä hiirillä, joilla on perimässään jokin AD:lle altistava ihmisen
geenimutaatio. Näillä hiirillä tutkitaan mm. kognitiivisten toimintojen kuten muistitoimintojen
heikkenemistä. Erityisesti työmuistia tutkitaan paljon, sillä työmuistia voidaan toistuvasti
mitata samalta yksilöltä eri ikäpisteissä. Käytössä olevissa työmuistitesteissä on ongelmia,
joista tärkeimpänä eläinten kouluttamiseen kuluva usein kohtuuttoman pitkä aika. Tämän
tutkimuksen tarkoituksena oli kehittää luotettavia tuloksia antava, hiiren työmuistia mittaava
menetelmä sekä lyhentää eläimen kouluttamiseen kuluvaa aikaa verrattuna nykyisin käytössä
oleviin menetelmiin. Tähän pyrittiin tekemällä työmuistitesti hiiren omassa kotihäkissä.
Hypoteesin mukaan tuttu ympäristö vähentäisi stressitekijöitä ja edesauttaisi oppimista.
Kotihäkissä tehtävää työmuistitestiä ei ole aikaisemmin tutkittu.
Työssä kehitettiin kaksi vuorotteluun perustuvaa työmuistitestiä, testilauta ja testi-iglu, joilla
testattiin Alzheimerin tautia mallintavan APPswe/PS1dE9-hiirilinjan työmuistia. Testilauta oli
levy, jossa oli kaksi reikää, jotka voitiin peittää puupalloilla. Testi-iglu oli hiirten virike-
iglusta muokattu versio, jossa oli väliseinä ja kaksi sisäänkäyntiä. Molemmissa testeissä
ruokapalkkion paikkaa vaihdettiin ja hiiren tuli oppia vuorotteluperiaate.
Testilautakoetta yritettiin kehittää monin tavoin niin totuttamisen kuin testaamisen osalta,
mutta sillä ei päästy kovin hyviin tuloksiin. Sen sijaan testi-iglukoe osoittautui onnistuneeksi.
Testi-iglukoe pystyi erottamaan APPswe/PS1dE9 -kannan villityypin ja siirtogeeniset hiiret.
Villityypin hiiret oppivat vuorotteluperiaatteen paremmin ja ne tekivät vähemmän
sarjavirheitä kuin siirtogeeniset hiiret.
Testi-iglukoe erotti eri genotyypit jo 3-4 kuukauden ikäisillä hiirillä, mikä on huomattavasti
aiemmin kuin aikaisemmissa tutkimuksissa. Aiemmin tämän kannan hiirillä on havaittu lieviä
oppimisvaikeuksia pitkäkestoista paikkamuistia vaativassa uimasuunnistustehtävässä 10
kuukauden iässä ja noin vuoden ikäisillä heikentynyt työmuisti T-sokkelo -tehtävässä. Näiden
tulosten perusteella testi-iglukoe vaikuttaisi soveltuvan hyvin muistia rappeuttavien
pitkäaikaissairauksien kuten Alzheimerin taudin etenemisen tutkimiseen.
Esipuhe
Pro gradu -tutkielman tekeminen oli monin paikoin haastavampaa kuin kuvittelin, mutta
mukaan mahtui paljon myös onnistumisen hetkiä. Oma tavoiteaikataulu ja nopea apu
ohjaajilta auttoivat pääsemään vaikeidenkin kohtien yli. Olen kiitollinen saamastani
harjoittelupaikasta, jossa sain keskittyä täysin oman graduni tekemiseen.
Esitänkin kiitokseni ohjaajilleni Heikki Tanilalle, Jaakko Monoselle ja Susanna Kemppaiselle
avusta ja ideoista pro gradun työvaiheessa sekä kommenteista ja palautteesta
kirjoitusvaiheessa. Lisäksi haluan kiittää Koe-eläinkeskuksen henkilökuntaa tutkimuseläinten
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Vuonna 2005 maailmassa oli arviolta 24,3 miljoonaa dementiaa sairastavaa ihmistä (Ferri ym.
2005). Määrän arvioidaan kaksinkertaistuvan aina 20 vuoden välein. Eniten dementiaa
sairastavia vuonna 2001 oli Kiinassa, Euroopassa ja USA:ssa. Dementiaa sairastavien
lukumäärän kasvun taustalla on tärkeimpänä syynä väestön ikääntyminen keskimääräisen
odotettavissa olevan eliniän pidentymisen seurauksena. Alzheimerin tauti (AD) on yleisin
dementiaa aiheuttava sairaus (Janus & Westaway 2001). Se koskee 10 prosenttia yli 65-
vuotiaista ja 40 prosenttia yli 80-vuotiaista (Evans ym. 1989). Suomessa oli vuonna 2004
35 000 lievästä ja 85 000 keskivaikeasta tai vaikeasta dementiasta kärsivää henkilöä
(Erkinjuntti 2008). Suomessa dementia-potilaista 70 % sairastaa AD:ta. Laitoshoidon tarpeen
vuoksi AD on suuri yksittäinen terveydenhuollon varoja kuluttava tauti (Ferri ym. 2005). Jo
ennen laitoshoitoon joutumistaan AD-potilaat ovat usein pitkään läheistensä hoidon ja tuen
varassa kuluttaen yhteiskunnan voimavaroja esimerkiksi läheisten vähennetyn työssä
käymisen seurauksena.
Tämän työn tavoitteena on kehittää uusi työmuistia mittaava menetelmä Alzheimerin taudin
tutkimukseen. Menetelmällä tutkittaisiin AD:ta mallintavien siirtogeenisten hiirien työmuistia
ja sen heikkenemistä sairauden edetessä.
2 Kirjallisuuskatsaus
2.1 Alzheimerin tauti
Löytäjänsä mukaan nimetyn Alzheimerin taudin kuvasi Alois Alzheimer ensimmäisen kerran
jo 1900-luvun alussa (Maurer ym. 1997). Hoitoon hakeutuneella 51-vuotiaalla naisella oli
oireina kognitiivisten taitojen heikkenemistä ja vaikeuksia sosiaalisessa kanssakäymisessä.
Alzheimerin muistiinpanoista käy ilmi, että potilas ei kyennyt keskustelussa antamaan aina
järkeviä vastauksia. Esimerkiksi kysyttäessä hänen aviomiehensä nimeä hän kertoi omansa ja
kun hänelle näytettiin kolme sormea ja kysyttiin, monta niitä oli, hän saattoi vastata
kadunnimen. Kuoleman jälkeen hänen aivoistaan todettiin ennennäkemättömiä
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on kuolemaan johtava sairaus, jota sairastavien potilaiden yleisiä kognitiivisen toiminnan
häiriöitä ovat huonontunut oppimiskyky, muisti sekä ongelmanratkaisukyky (Albert 1996).
Ensimmäisenä unohtuvat viimeaikaiset tapahtumat ja asia- ja työmuisti heikkenevät sairauden
edetessä, kun taas vanhat ja hyvin omaksutut asiat sekä opitut tavat voivat säilyä (Soininen &
Scheltens 1998).
Amyloidihypoteesin mukaan amyloidi ?-peptidin (A?) kertyminen aivoihin solun ulkoisiksi
plakeiksi on ensisijainen muutos AD:n kehittymisessä (Hardy & Selkoe 2002). APP-geenin
(amyloidin esiasteproteiini) mutaatiot voivat aiheuttaa A?:n kertymistä ja Alzheimerin taudin.
AD:n taudinkuvaan kuuluvat läheisesti myös preseniilit (PS1 ja PS2), jotka vaikuttavat APP:n
muokkaamiseen ja tau-proteiini, jota löytyy hermosäievyyhdeistä. Amyloidihypoteesin
mukaan AD:n muu taudinkulku johtuu A?:n muodostumisen ja pilkkoutumisen välisestä
epätasapainosta. Epätasapaino voi kuitenkin johtua useasta eri syystä, joihin nykyisillä
lääkehoidoilla ei pystytä vaikuttamaan. Tämän vuoksi AD:ta joudutaankin toistaiseksi
hoitamaan vain oireenmukaisesti.
2.2 Alzheimerin taudin hiirimalleista
AD:n tautiprosessin ymmärtäminen on ensiarvoisen tärkeää itse tautiprosessiin vaikuttavien
lääkehoitojen kehitykselle (Janus & Westaway 2001). AD-perustutkimuksessa keskeinen
osuus on tautia mallintavilla muuntogeenisillä hiirillä, joilla on perimässään jokin AD:lle
altistava ihmisen geenimutaatio. Normaalisti laboratoriojyrsijät eivät saa vanhoinakaan AD:n
kaltaisia aivomuutoksia. Alzheimerin tautia mallintavat siirtogeeniset hiiret kuitenkin
kehittävät vanhetessaan amyloidiplakkeja sekä kognitiivisia häiriöitä. Niiden perimässä on
APP:ta (amyloidin esiasteproteiini), preseniilejä (PS1 ja PS2), ApoE:ta (apolipoproteiini)
ja/tai tau-proteiinia koodaavien geenien mutaatioita.
Hiirilinjat, joilla on sekä APP- että PS1-geenin mutaatioita, kehittävät AD:n kaltaisia
amyloidiplakkeja aivoihin paljon aikaisemmin kuin pelkkää APP mutaatioita ilmentävät
hiiret, kun taas PS1-mutaatio yksistään ei johda amyloidipatologiaan (McGowan ym. 1999).
Esimerkiksi tässä tutkimuksessa käytetyllä APPswe/PS1dE9-hiirilinjalla näkyvien
amyloidiplakkien kertyminen alkaa jo 10-viikon iässä ja puolivuotiaina niillä on laajoja
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Kymmenen kuukauden iässä APPswe/PS1dE9-hiirillä on lieviä oppimisvaikeuksia
pitkäkestoista paikkamuistia vaativassa uimasuunnistustehtävässä (Oksman ym. 2006) ja noin
vuoden ikäisillä on havaittu heikentynyt työmuisti T-sokkelo -tehtävässä (Kuhmonen 2007).
2.3 Työmuisti
Työmuisti on parhaillaan käytettävän tiedon varasto, jonka sisältö unohtuu nopeasti, mikäli
sitä ei aktiivisesti kerrata (Baddeley 2003). Jyrsijöillä työmuisti käsitetään lyhytkestoiseksi
muistiksi esineelle, ärsykkeelle tai paikalle (Dudchenko 2004). Työmuisti voidaan myös
määritellä prosessiksi, jossa ärsykeinformaatio on hyödyllistä yhden testikerran ajan, mutta ei
enää seuraavilla testikerroilla (Olton ym. 1979, Aura 2003 mukaan). Luonnossa jyrsijöille on
tärkeä erityisesti paikkaan liittyvä työmuisti, sillä paikkojen muistaminen mahdollistaa
suunnistamisen ja valikoivan uusien alueiden tutkimisen, mikä puolestaan lisää
levittäytymistä ja parantaa elämän perustarpeiden tyydyttämiseen tarvittavien resurssien
löytämisen todennäköisyyttä (Crusio & van Abeelen 1986).
Työmuistin tutkiminen on erinomainen lähestymistapa tutkittaessa iän myötä pahenevia
muistihäiriöitä kuten Alzheimerin tautia, koska työmuistia voidaan toistuvasti mitata samalta
yksilöltä eri ikäpisteissä. Tämä siksi, että työmuistin sisältö unohdetaan välittömästi käytön
jälkeen (Dudchenko 2004) eivätkä aikaisemmat mittauskerrat näin vaikuta tulokseen. Lisäksi
AD:n kehittyessä työmuisti heikkenee ennen pitkäaikaista muistia, joten sitä voidaan tutkia
aiemmin (Soininen & Scheltens 1998). Jyrsijöiden työmuistin tutkimiseen on kehitetty useita
testejä.
2.4 Käytössä olevia työmuistitestejä
2.4.1 Varhaiset tutkimukset viivemuistista
Työmuistin käsite viitattaessa eläimen kognitioon on saanut alkunsa David Oltonin ja Werner
Honigin kokeista 1970-luvulla (Dudchenko 2004). Kuitenkin työmuistia tutkittiin jo paljon
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keskittyivät tutkimaan, kuinka pitkään rotta pystyy muistamaan jonkin ärsykkeen.
Esimerkiksi Walter Hunterin kokeessa vuonna 1913 (Hunter 1913, Dudchenko 2004 mukaan)
testilaitteisto koostui kammiosta ja kolmesta ovesta, joista jonkun takana välähti valo. Rotta
oli ensin aloituskammiossa, josta se pystyi näkemään ovet, ja päästyään vapaaksi sen tuli
juosta ovelle, jossa valo oli näkynyt. Oikeasta suorituksesta se palkittiin leivänpalalla ja
maidolla. Kokeessa rotat pystyivät muistamaan, mikä ovi oli valaistu, 10 sekunnin viiveeseen
asti.
2.4.2 Sokkelotestit
Tutkijat ovat hyödyntäneet rottien mieltymystä kapeisiin ja mutkitteleviin kulkureitteihin
kehittämällä sokkelotestejä jo yli vuosisadan (Dudchenko 2004). Sokkelotesteissä jyrsijää
usein vaaditaan muistamaan tietty paikka tai paikat ja joko lähestymään tai välttämään niitä.
Tällaiset tutkimukset mittaavat spatiaalista eli paikkaan liittyvää muistia.
Spatiaalista työmuistia mittaavat sokkelotestit perustuvat yleensä vuorotteluun. Ehkäpä
yleisin tällainen testi on T-sokkelo (Kuva 1). Eläimen on muistettava edeltävä valintansa, jotta
se pystyy valitsemaan kyseisellä suorituskerralla eri haaran, mikä tekee testistä työmuistitestin
(Save & Poucet 2005). Testi voi joko perustua eläimen spontaaniin vuorottelutaipumukseen
(esim. Lalonde ym. 1986, Gerlai 1998) tai sitten vahvistuksena käytetään ruokapalkkiota
(esim. Kuhmonen 2007). Spontaani vuorottelu perustuu eläimen taipumukseen optimoida
ruuanhakunsa, minkä vuoksi eläin välttelee jo käymiään paikkoja, joissa ruokaa ei ole tai
joista se on jo syöty (Save & Poucet 2005). T-sokkelotestistä vain muodoltaan hieman
poikkeavaa Y-sokkelotestiä käytetään myös yleisesti (esim. Dellu ym. 2000).
9Kuva 1. Vuorotteluperiaate T-sokkelossa (Dudchenko 2004).
Toinen yleisesti käytetty työmuistia mittaava sokkelotesti on säteittäissokkelo, jonka
ensimmäisen version kehittivät Olton ja Honig 1970-luvulla (Dudchenko 2004).
Säteittäissokkelon haarojen määrä vaihtelee kokeesta toiseen. Ainakin 4-, 8- ja 17-haaraisia
säteittäissokkeloita on käytetty (esim. Olton & Werz 1978, Olton ym. 1978, Olton & Feustle
1981). Myös säteittäissokkelo voi perustua spontaaniin vuorotteluun, mutta yleisemmin
haarojen päässä on ruokapalkkiot. Optimaalisin strategia jyrsijälle ratkaista säteittäissokkelo
on käydä kerran joka haarassa eikä toistaa valintoja (Olton ym. 1978). Säteittäissokkelosta on
myös versioita, jotka mittaavat yhtä aikaa sekä lyhyt- että pitkäaikaista muistia (esim. Olton
& Papas 1979). Tällöin aina testin alussa vain tietyissä haaroissa on palkkio. Ilman palkkiota
olevat haarat mittaavat säilömuistia, sillä jyrsijän tulisi muistaa, että niihin ei ikinä kannata
mennä. Palkkiolliset haarat puolestaan mittaavat normaalisti työmuistia ja jyrsijän tulisi käydä
jokaisessa niissä vain yhden kerran.
Yleensä oletetaan hiirten ja rottien ratkaisevan sokkelotestit muistamalla viimeksi käydyn
haaran paikan siitä, miten se sijoittuu sokkelon ulkopuolisiin maamerkkeihin nähden
(Dudchenko 2004). Kuitenkaan nämä sokkelon ulkopuoliset vihjeet eivät ole pakollisia, sillä
rotat pystyvät ratkaisemaan sokkelon myös ilman niitä (esim. Olton & Feustle 1981). Jos
maamerkkien käyttäminen aluksi on mahdollista ja sitten se estetään, suoriutuminen testissä
kuitenkin huonontuu (esim. Gerlai 1998). Rotat voivat ratkaista sokkelon sekä muutkin
muistitehtävät myös hajumerkkejä seuraamalla (Dudchenko 2004), mitä yleensä pyritään
välttämään pesemällä testilaitteistoa ja/tai käyttämällä naamioivia hajunlähteitä (esim. Gerlai
1998,  Dellu ym. 2000, Li ym. 2009). Ympäristöstä tulevien näkö-, kuulo- tai hajuaistin
välittämän informaation avulla suunnistava eläin käyttää allosentristä strategiaa (Save &
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Poucet 2005). Egosentristä strategiaa käyttävä eläin puolestaan suunnistaa muistamalla omat
liikkeensä ja asentonsa.
Jyrsijöiden tapaa optimoida ruuanhakunsa on käytetty hyväksi sokkeloiden lisäksi myös
erilaisissa reikälautatesteissä (esim. van der Staay 1999, Li ym. 2009, Piérard ym. 2009).
Esimerkiksi Lin ja tutkimusryhmän (2009) kokeessa käytettiin 9 reikäistä neliölautaa, missä
kolmessa reiässä oli ruokapalkkio (Kuva 2). Tämä testi mittasi yhtä aikaa sekä lyhyt- että
pitkäaikaista muistia pitkälti samalla periaatteella kuin säteittäissokkeloversiot aiemmin.
Optimaalisin strategia jyrsijälle suoriutua tällaisesta reikälautatestistä on etsiä ruokaa vain
rei’istä, joissa sitä on ja käydä jokaisella niistä vain kerran.
Kuva 2. Reikälautatesti (Li ym. 2009). X:llä merkityissä koloissa on ruokapalkkio. Hiiri
päästettiin laudalle oikeasta alakulmasta.
2.4.3 Viivästetyt tunnistustestit
Viivästetyssä tunnistustehtävässä (Delayed [non-]matching to sample, D[N]MS) jyrsijän on
muistettava tietty ärsyke kuten esine tai haju (Estapé & Steckler 2001, Dudchenko 2004).
Viiveen jälkeen ärsyke esitetään uudestaan toisen ärsykkeen kanssa ja eläimen on valittava
joko aiemmin esitetty (matching) tai uusi ärsyke (non-matching) testistä riippuen. Ennaceur ja
Delacour (1988) selvittivät kokeessaan rotan spontaania uuden esineen tutkimista. Rotta sai
ensin tutkia yhtä esinettä vähän aikaa, jonka jälkeen se otettiin pois ja viiveen jälkeen
palautettiin uuden esineen kanssa. Rotat tutkivat enemmän uutta esinettä jopa neljän tunnin
11
viiveen jälkeen. Tätä rottien taipumusta tutkia uudenlaista ärsykettä käytetään hyväksi
DNMS-testeissä.
Rothblat ja Hayes (1987) kuvailivat työmuistia mittaavan DNMS-testin. Siinäkin oli ensin
malliesine ja 10 sekunnin viiveen jälkeen se esitettiin uudestaan uuden esineen kanssa.
Esineet olivat kohotetulla alustalla ja uudenlaisen esineen pois työntäminen paljasti sen alla
olevan ruokapalkkion.
Myös hajuja on käytetty ärsykkeenä DNMS-testissä (esim. Young ym. 2007). Hajujen suosio
ärsykkeenä johtuu siitä, että pelkästään näköaistiin perustuvien testien ei ole arveltu
soveltuvan hyvin jyrsijöille, jotka elävät paljolti hajujen maailmassa. Youngin
tutkimusryhmän testissä muistettavina ärsykkeinä käytettiin eri mausteilla maustettua
sahanpurua sisältäviä kuppeja. Testilaudalle lisättiin aina uusi hajukuppi ja vanhojen paikkaa
muutettiin ennen kuin hiiri päästettiin sille takaisin (Kuva 3). Uutta hajukuppia kaivamalla
hiiri löysi ruokapalkkion. Jos hiiri teki virheen, se poistettiin laudalta ja kuppien paikat
sekoitettiin, minkä jälkeen hiiri päästettiin takaisin. Testi pystyi erottamaan kontrollihiiret ja
eräät Alzheimerin tautia mallintavat siirtogeeniset hiiret.
Kuva 3. Hajuntunnistus työmuistitesti (Dudchenko 2004).
2.4.4 Väline-ehdollistamiseen perustuvat testit
Klassisesta Skinner-laatikossa tapahtuvasta väline-ehdollistamiseen perustuvasta
muistitestistä on olemassa myös työmuistia mittaavia versioita (esim. Estapé & Steckler
2001). Klassisessa Skinner-laatikossa on vipu, jota eläimen on painettava saadakseen
ruokapalkkio. Estapén ja Stecklerin kehittämässä työmuistitestissä käytettiin kahta esiin
työntyvää vipua. Ensin tarjolla oli vain toinen vipu, joka painamisen jälkeen vetäytyi. Tietyn
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viiveen jälkeen molemmat vivut työntyivät esiin yhtä aikaa. Saadakseen ruokapalkkion hiiren
oli painettava vivuista sitä, joka ei ollut esillä edellisellä kerralla.
2.5 Työmuistitestien ongelmia
Nykyisin käytettävissä työmuistitesteissä on joitakin ongelmia (esim. Gerlai 1998). Ehkäpä
tärkein ongelma palkitsemiseen perustuvissa työmuistitesteissä on eläimen kouluttamiseen
kuluva usein kohtuuttoman pitkä aika, jopa useita viikkoja. Lisäksi pitkään kestävä koulutus
on stressaavaa eläimelle, jos käsittely aiheuttaa eläimelle pelkoa. Pelko hidastaa testiä ja
tulokset voivat olla epäluotettavia, jos käsittelyn välttämisestä tulee suurempi motivaattori
kuin testin tarkoittamasta motivaattorista kuten ruuasta.
Eräs toinen ongelma on viiveen ”paikkaaminen” (Dudchenko 2004). Tällöin esimerkiksi
Skinner-laatikossa oleva rotta suuntautuu kohti oikeaa vaihtoehtoa heti ärsykkeen esittämisen
jälkeen eikä vasta viiveen jälkeen, eli se ikään kuin huijaa. Tällöin testi ei mittaa muistia
luotettavasti. Vastaava ongelma näkyy T-sokkelossa tai muissa vuorottelutesteissä siten, että
eläin joko kulkee laitteiston seiniä pitkin tai se kehittää tietyn kulkutavan esimerkiksi
kahdeksikossa kulkemisen. Tällöin eläin ratkaisee testin aina samalla tavalla eikä kyseessä ole
työmuistitesti.
Myös ruokapalkkioon perustuvia testejä on kritisoitu ja spontaaniin vuorotteluun perustuvia
testejä pidetty parempina (esim. Bouchon & Will 1983, Gerlai 1998). Tämä siksi, että
ruokapalkkio olisi keinotekoinen motivaattori, kun taas uuden esineen tai paikan tutkiminen
on eläimelle luonnollista. Lisäksi tällöin ei jouduta käyttämään rajoitettua ruokintaa antamaan
eläimelle motivaatiota ruokapalkkioiden etsimiseen toisin kuin ruokapalkkioon perustuvissa
testeissä, joissa rajoitettu ruokinta on yleinen käytäntö (Wenk 2004, Li ym. 2009 mukaan).
Rajoitettu ruokinta voi vaikuttaa hiiren suoriutumiseen vaikuttamalla sen motivaatio- tai
tunnetilaan (Dellu ym. 2000). Hiiren omaehtoiseen vuorotteluun perustuvat testit ovat myös
nopeita suorittaa, sillä koulutusta ei yleensä tarvita (esim. Gerlai 1998). Spontaaniin
vuorotteluun perustuvien testien ongelmana on kuitenkin koko ajan varsin lähellä
sattumatasoa oleva suoritus, jolloin esim. lääkeaineiden käsittelyjen vaikutukset eivät tule
esiin muuten kuin käyttämällä kokeissa hyvin suuria eläinmääriä (Gerlai 2001).
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3 Tutkimuksen tavoitteet
Tämän pro gradu -työn tarkoituksena oli kehittää luotettavia tuloksia antava, hiiren työmuistia
mittaava menetelmä sekä lyhentää eläimen kouluttamiseen kuluvaa aikaa verrattuna nykyisin
käytössä oleviin menetelmiin. Tähän pyrittiin tekemällä työmuistitesti hiiren omassa
kotihäkissä. Hypoteesin mukaan tuttu ympäristö vähentäisi stressitekijöitä ja edesauttaisi
oppimista. Kotihäkissä tehtävää työmuistitestiä ei ole aikaisemmin tutkittu. Ensiksi tässä
työssä tutkittiin kaksireikäistä testilautaa, jonka kolot peitettiin pienillä puupalloilla. Hiiri
opetettiin vuorottelemaan reikien välillä. Työssä tutkittiin ja kehitettiin myös toinen
vuorotteluperiaatteeseen perustuva työmuistitesti, testi-iglu. Hiiren virikkeenä yleisesti
käytettävästä muovisesta kolmiaukkoisesta ”iglusta” muokattiin kaksiaukkoinen ja
väliseinällinen testi-iglu, jonka jompaankumpaan puoliskoon voitiin laittaa ruokapalkkio.
Työn ideana ja keinona lyhentää oppimisaikaa oli myös se, että kehiteltävät testit perustuvat
hiiren lajityypilliseen käyttäytymiseen laboratorio-oloissa. Esimerkiksi reikälaudan ideana oli,
että hiiren on helppo oppia, että tyhjäksi syödyssä kolossa ei hetken päästä enää ole
ruokapalkkiota. Iglu puolestaan oli hiirelle ennestään tuttu ja turvallinen, ja tämän avulla
pyrittiin lyhentämään testin oppimisaikaa. Työssä pyrittiin optimoimaan koko koulutus aina
ensimmäisestä tutustumisesta lähtien mahdollisimman vähän aikaa vieväksi.
4 Aineisto ja menetelmät
4. 1 Eläimet, ylläpito ja ruokinta
Tutkimuksessa käytettiin yhteensä 46 (36 villityypin ja 10 siirtogeenistä) APPswe/PS1dE9 –
kannan (ApdE9xJAXB6) hiirtä. Kokeissa oli mukana molempia sukupuolia sekä yhdessä
kokeessa myös siirtogeenisiä eläimiä (Taulukko 1). Eläimiä pidettiin yksittäishäkeissä (1029
cm2, ruostumatonta terästä, Franke Finland Oy) ja 12/12 tunnin valosyklillä (valot päällä 7.00
- 19.00). Testaaminen tehtiin valoisan aikaan. Eläimillä aloitettiin rajoitettu ruokinta päivää
ennen ensimmäistä totuttamispäivää. Eläinten paino pidettiin 85 %:ssa (viimeisessä kokeessa
93 %:ssa) niiden vapaan ruokinnan aikaisesta painosta antamalla niille pieni määrä rehua
(ylläpitorehu R36, Lantmännen) arkisin viimeisen testin päätyttyä. Viikonloppuisin, jolloin
eläimiä ei testattu, niitä pidettiin vapaalla ruokinnalla. Rajoitettu ruokinta alkoi aina
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sunnuntaisin, kun testaaminen jatkui maanantaina. Hiirten painoa seurattiin punnitsemalla ne
arkiaamuisin ennen testejä. Hiirten totuttaminen ja testaus tapahtui hiirten kotihäkissä
eläinhuoneen pöydällä eli hiiriä ei kuljetettu erilliseen tutkimustilaan.
Taulukko 1. Testiryhmät.
Testiryhmä Totutuspäiviä Testipäiviä Hiiriä Ikä Sukupuoli Genotyyppi Painoprosentti
Testilauta, 1. ryhmä 3 23 7 3 kk uroksia wt 85
Testilauta, 2. ryhmä 2 19 6 2 kk naaraita wt 85
Testilauta, 3. ryhmä 2 12 7 4 kk uroksia wt 85
Iglu, 1. ryhmä 0 14 6 3-4 kk naaraita wt 85
Iglu, 2. ryhmä 0 16 20 3-4 kk naaraita 10 tg ja 10 wt 93
4. 2 Testilauta
4.2.1 Ryhmä 1
Hiirten totuttamisessa (Taulukko 2) käytettiin kaksi ensimmäistä päivää kuusireikäistä
reikälautaa (21 x 11 cm). Reikälaudan kahteen sattumanvaraiseen reikään laitettiin
ruokapalkinto (Kellogg's riisimuroja) ja reikälauta asetettiin hiiren kotihäkkiin takaseinää
vasten. Hiiren annettiin tutkia lautaa, kunnes se oli löytänyt ja syönyt molemmat murot tai
kunnes 15 min oli kulunut, jolloin reikälauta poistettiin. Tämä totuttaminen tehtiin kahdesti
päivässä, aamu- ja iltapäivällä. Kaikki paitsi yksi hiiri söivät murot kahden totuttamispäivän
jälkeen. Tälle hiirelle ja toiselle hiirelle, joka oli vain kerran syönyt murot, jätettiin testilauta
yön yli kotihäkkiin. Kolmantena päivänä hiiret totutettiin kaksireikäiseen testilautaan (11 x 7
cm, kolojen halkaisija 2 cm, kolojen väli 3 cm, Kuva 4). Molemmissa rei’issä oli
ruokapalkinto ja toisen reiän päällä pieni puupallo (halkaisija 2 cm), jonka pois työntämällä
hiiri pääsi käsiksi ruokapalkintoon. Saman päivän toisella totuttamiskerralla molempien
reikien päällä oli puupallot. Hiiret oppivat poistamaan puupallon ja syömään muron sen alta
vain kahdella harjoituskerralla.
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Taulukko 2. Hiirten totuttaminen testilautaan ryhmässä 1.
Totutuspäivä 1-2 2-3 3 3





















Ruokapalkkiot 2 reiässä 2 reiässä 2 reiässä 2 reiässä
Testikertoja
max
2 x 15 min yön yli 1 x 5 min 1 x 5 min
Päiviä 2 - 0,5 0,5
Kuva 4. Testilauta.
Kolmen totuttamispäivän jälkeen alkoi varsinainen testi eli vuorotteluperiaatteen opettaminen
hiirille (Taulukko 3). Testin aluksi molemmissa testilaudan rei’issä puupallojen alla oli murot
ja lauta asetettiin häkin pohjalle noin 15 cm takaseinästä. Häkin etureunassa oli
pesämateriaalia ja virikkeenä muovinen iglu. Häkin kansi pidettiin kiinni aina kun
mahdollista. Kun hiiri oli syönyt valitsemaltaan puolelta muron, otettiin testilauta pois ja
pienen viiveen (n. 10 s) jälkeen laitettiin takaisin siten, että molemmat puupallot olivat
paikoillaan. Nyt hiiren oli muistettava, kummalta puolelta se oli jo syönyt muron ja haettava
muro toisen puolen puupallon alta. Jos hiiri valitsi oikein, se sai syödä muron, lauta nostettiin
häkistä ja toiselle puolelle kuin hiiren viimeinen valinta, laitettiin ruokapalkkio. Jos hiiri
työnsi puupallon tyhjän reiän päältä eli valitsi väärin, testilauta nostettiin häkistä, puupallot
laitettiin paikoilleen ja viiveen jälkeen lauta palautettiin häkkiin. Näin jatkettiin kunnes hiiri
oli tehnyt 20 valintaa (ensimmäistä, jolloin molemmissa rei’issä palkinto ei laskettu) tai
kunnes 10 minuuttia oli kulunut. Hiiren tekemät oikeat ja väärät valinnat kirjattiin ylös.
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Taulukko 3. Hiirten testaus testilaudalla ryhmässä 1.
Testipäivä 1-11 12-15 16-17 18 19-23

























Purut, iglu, kansi Purut, iglu, kansi Purut, iglu, kansi Purut, iglu
Ruokapalkkiot 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä
Testikertoja
max
2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min
Päiviä 11 4 2 1 5
Viive 10 s 20 s 15 s 15 s 15 s
Valintoja max 20 10 10 10 10
Sarjavirheiden
korjaus
- 3 väärän jälkeen kaikki väärät - -
Myöhemmin 12. testipäivänä testiä muutettiin siten, että testilauta siirrettiin häkin takaseinään
kiinni, jotta hiiri lähestyisi testilautaa aina samasta suunnasta. Lisäksi iglu siirrettiin aivan
etuseinään kiinni ja keskelle ja pesämateriaali poistettiin testauksen ajaksi. Testin pituus
vähennettiin 10 valintaan ja viive kasvatettiin 20 sekuntiin. Lisäksi hiiren annettiin korjata
sarjavirheet kolmen väärän valinnan jälkeen siten, että testilautaa ei poistettukaan kolmannen
väärän valinnan jälkeen, vaan hiiren annettiin työntää toinenkin pallo pois. Testipäivinä 16 ja
17 hiiren annettiin korjata jokainen väärä valintansa ja viiveeksi muutettiin 15 sekuntia.
Tämän jälkeen hiiren ei enää annettu korjata vääriä valintoja. Testipäivänä 19 mukaan otettiin
väliseinä, jossa oli liukuovi. Väliseinää käytettäessä häkissä ei pidetty enää kantta. Väliseinä
asetettiin puoleen väliin häkkiä ja hiiri odotti sen takana viiveiden aikana, kunnes se
päästettiin liukuovesta. Väliseinän kanssa testiä jatkettiin viisi päivää. Testaukset tehtiin kaksi
kertaa päivässä, aamu- ja iltapäivällä (muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta). Yhteensä
hiiriä testattiin 23 päivää.
4.2.2 Ryhmä 2
Totuttaminen (Taulukko 4) aloitettiin jättämällä kaksireikäiset testilaudat yön yli hiirten
kotihäkkeihin. Puolella hiiristä testilaudoissa oli puupallot kolojen päällä. Kaikki hiiret paitsi
yksi puupalloryhmän hiiri olivat syöneet murot koloista yön aikana. Seuraavana päivänä hiiriä
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totutettiin lautoihin kolme kertaa. Kahdella ensimmäisellä kerralla laudalla oli yksi pallo,
viimeisellä kerralla molemmat pallot. Kaikki hiiret söivät molemmat murot päivän lopussa 15
min sisällä, paitsi yksi hiiri, sama kuin edellä, joka söi vain toisen ja jolle testilauta palloineen
jätettiin yön yli. Seuraavana päivänä kaikki hiiret hakivat ja söivät ruokapalkkiot pallojen alta
5 minuutissa.
Taulukko 4. Hiirten totuttaminen testilautaan ryhmässä 2.
Totutuspäivä 0-1 0-1 1 1 1-2































Purut, iglu, kansi Purut, iglu, kansi Purut,
pesämateriaalia,
iglu, kansi
Ruokapalkkiot 2 reiässä 2 reiässä 2 reiässä 2 reiässä 2 reiässä
Testikertoja max yön yli yön yli 2 x 15 min 1 x 15 min yön yli
Päiviä - - 0,5 0,5 -
Hiirten varsinainen testaus ja vuorotteluperiaatteen opettaminen aloitettiin yhden päivän ja
kahden yön testilautoihin totuttamisen jälkeen. Hiiriä testattiin pääsääntöisesti kaksi kertaa
päivässä (Taulukko 5). Hiirillä ei ollut pesämateriaalia ja testilauta asetettiin häkin takaseinää
vasten. Testi kesti yhdellä hiirellä 10 min tai kunnes se oli tehnyt 20 valintaa (ensimmäistä ei
laskettu). Seitsemäntenä testipäivänä viive nostettiin noin 10 sekunnista 20 sekuntiin ja
valintojen määrä laskettiin viiteentoista. Lisäksi hiiren annettiin korjata sarjavirheet
kolmannen väärän valinnan jälkeen. Seuraavana testipäivänä valintojen määrä laskettiin vielä
kymmeneen. Yhdeksännen testipäivän toisella ja kymmenennen päivän ensimmäisellä
testauskerralla puolella hiiristä tehtiin pakotettua vuorottelua. Tällöin vain sen kolon päällä,
jossa muro oli, oli pallo. Testipäivinä 12 ja 13 kaikilla hiirillä tehtiin aluksi 4 kertaa
pakotettua vuorottelua, jonka jälkeen testiä jatkettiin 10 valinnan verran, jolloin hiiren
annettiin aina korjata väärä valinta. Testipäivänä 14 viive laskettiin 15 sekuntiin ja hiiren ei
enää annettu korjata vääriä valintoja. Väliseinä otettiin käyttöön 15. päivänä. Hiiriä testattiin
testilaudalla yhteensä 19 päivää.
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Taulukko 5. Hiirten testaus testilaudalla ryhmässä 2.
Testipäivä 1-6 7 8-9 9-10 9-10 10-11 12-13 14 15-19













































































1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä 1 reiässä
Testikertoja
max
2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min 2 x 10 min
Päiviä 6 1 1,5 0,5 + 0,5 0,5 + 0,5 1,5 2 1 5
Viive 10 s 20 s 20 s 20 s 20 s 20 s 20 s 15 s 15 s
Valintoja max 20 15 10 (10)
pakotettua
vuorottelua















Totuttaminen aloitettiin jättämällä kaksireikäiset testilaudat puupalloineen yön yli hiirten
kotihäkkeihin (Taulukko 6). Yön aikana kaksi hiirtä oli hakenut ja syönyt murot. Seuraavana
päivänä hiiriä totutettiin testilautaan ja yhteen palloon ensin kaksi kertaa 20 min ja sitten 3 h
ajan. Päivän lopuksi hiiriä, jotka eivät olleet syöneet ruokapalkkiota pallon alta, oli kolme ja
niille jätettiin testilauta palloineen yön yli. Aamulla nämäkin hiiret olivat hakeneet ja syöneet
murot pallojen alta. Kaikki hiiret hakivat ja söivät ruokapalkkiot pallojen alta 15 minuutissa,
kun totuttamista oli tehty kaksi yötä ja yksi päivä.
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Taulukko 6. Hiirten totuttaminen testilautaan ryhmässä 3.
Totutuspäivä 0-1 1 1 1-2






















Ruokapalkkiot 2 reiässä 2 reiässä 2 reiässä 2 reiässä
Testikertoja
max
yön yli 2 x 20 min 1 x 3 h yön yli
Päiviä - 0,5 0,5 -
Hiirten vuorottelua testattiin 12 päivää väliseinän kanssa (Taulukko 7). Viiveenä oli 15
sekuntia ja testi kesti yhdellä hiirellä 15 minuuttia tai kunnes se oli tehnyt 10 valintaa.

















Testi-iglu (halkaisija 10 cm, Kuva 5) oli yleisesti hiirten virikkeenä käytettävästä iglusta
muokattu versio, johon oli tehty väliseinä ja kolmas aukko tukittu. Koska iglu on hiirille
ennestään tuttu ja testi-iglu ei poikkea siitä merkittävästi, totuttamisvaihe jätettiin pois.
Vuorottelutesti (Taulukko 8) tehtiin hiiren omassa häkissä väliseinän kanssa. Hiiren oma
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virike-iglu, pesämateriaali sekä kansi poistettiin häkistä testien ajaksi. Testi-iglussa ei ollut
pohjaa, joten ruokapalkkioina käytetyt murot laitettiin suoraan häkin tasoitetulle purupohjalle.
Iglu asetettiin niiden päälle siten, että sisäänkäynnit olivat viistosti väliseinää ja hiirtä kohti ja,
että murot osuivat iglun kahteen tilaan, niiden takareunaan. Tämän jälkeen hiiri päästettiin
liukuovesta ja kun se oli syönyt valitsemaltaan puolelta muron, siirrettiin se takaisin
väliseinän toiselle puolelle viiveen ajaksi (Kuva 6). Ensimmäisillä testikerroilla hiiri
pakotettiin kädellä siirtymään väliseinän toiselle puolelle, mutta sen jälkeen hiiret siirtyivät
pääosin itse vapaaehtoisesti. Testi jatkui vuorotteluperiaatteen mukaisesti samoin kuin
testilaudan kanssa. Testisessio päättyi, kun hiiri oli tehnyt 10 valintaa. Hiiriä testattiin 14
päivää.




Laitteisto testi-iglu häkin takaseinää
vasten, väliseinä
Häkissä lisäksi Purut
Ruokapalkkiot 1 jaetun iglun kammiossa











Ryhmään kuului 10 siirtogeenistä hiirtä ja niiden 10 villityypin sisarusta kontrollihiirinä.
Muista ryhmistä poiketen hiiret pidettiin rajoitetulla ruokinnalla siten, että niiden paino oli
noin 93 % niiden vapaan ruokinnan aikaisesta painosta (muilla ryhmillä 85 %).
Vuorottelutestin kesto oli 10 valintaa tai enintään 8 min, viive noin 15 sekuntia (Taulukko 9).
Yhdeksäntenä testipäivänä valintojen määrä nostettiin yhteentoista ja 10. päivänä
kahteentoista. Hiiriä testattiin 16 päivää.
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Taulukko 9. Hiirten testaus testi-iglulla ryhmässä 2.
Testipäivä 1-8 9 10-16
Hiiret kaikki 20 kaikki 20 kaikki 20






Häkissä lisäksi Purut Purut Purut
Ruokapalkkiot 1 jaetun iglun kammiossa 1 jaetun iglun kammiossa 1 jaetun iglun kammiossa
Testikertoja max 2 x 8 min 2 x 8 min 2 x 8 min
Päiviä 8 1 7
Viive 15 s 15 s 15 s





Kirjatuista tuloksista laskettiin oikeiden suoritusten prosenttiosuudet sekä satunnais- ja
sarjavirheet. Kaikista suureista laskettiin kaikille eläimille keskiarvot kullekin päivälle.
Sarjavirheiksi laskettiin kaikki peräkkäiset väärät valinnat ensimmäistä lukuun ottamatta.
Esimerkiksi jos hiiri teki neljän virheen sarjan, laskettiin se yhdeksi satunnaisvirheeksi ja
kolmeksi sarjavirheeksi. Sarjavirheille laskettiin prosenttiosuudet sekä kaikista valinnoista
että kaikista virheistä.
Sekä testilauta- että iglukokeessa analysoitiin päivän vaikutusta suoritukseen toistomittausten
varianssinanalyysillä (ANOVA-RM, SPSS 14.0). Testilautakokeessa tutkittiin myös
sukupuolen vaikutusta suoritukseen (ANOVA-RM). Iglukokeessa puolestaan selvitettiin
myös genotyypin vaikutusta (ANOVA-RM), ja tässä yhteydessä genotyyppien välistä eroa
analysoitiin päiväkohtaisesti t-testillä. Lisäksi vertailtiin iglukokeen ensimmäisen ja toisen
ryhmän suoriutumista sekä suorituksia testilautakokeen ja iglukokeen välillä (ANOVA-RM).
Iglukokeessa tutkittiin myös painonkehitystä ryhmien välillä (ANOVA-RM) sekä painon
vaikutusta suoriutumiseen testissä (Spearmanin korrelaatio). Toistomittausten
varianssianalyysissä käytettiin Hyunh-Feldt korjausta, jos toistomittausten varianssianalyysin
varianssioletus ei täyttynyt Mauchly'n sfäärisyystestin mukaan. Minkään kokeen ensimmäisen
testipäivän tuloksia ei otettu mukaan analyysiin pienten toistomäärien ja suurten ryhmien




Testilautakokeessa hiirillä ei tapahtunut merkittävää oppimista (ei muutosta päivinä 2-23,
F14,85 = 1,4: p = 0,18, ANOVA-RM, Kuva 7). Sukupuolten välillä ei ollut eroa päivinä 2-18
(F1,11 = 0,1: p = 0,76; Kuva 8), kuten ei myöskään ryhmien välillä päivinä 2-12 (F2,17 = 1,7: p
= 0,21; Kuva 9).
Kuva 7. Hiirten oikeiden suoritusten osuus (3 ryhmän yhdistetty keskiarvo)
testilautakokeessa. N = 20 päivinä 1-12, 13 päivinä 13-18 ja 7 päivinä 19-23.
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 Kuva 8. Urosten ja naaraiden oikeiden suoritusten osuus testilautakokeessa. Naaraat: N = 6,
urokset: N = 14 päivinä 1-12 ja 7 päivinä 13-23.
Kuva 9. Testilautakokeen kolmen ryhmän oikeat suoritukset. R1: N = 7, R2: N = 6 ja R3: N =
7.
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5.2 Genotyypit iglukokeessa (2. igluryhmä)
5.2.1 Oikeiden suoritusten osuus
Tässä oppimiskokeessa (2. igluryhmä) ei saatu merkitsevää ajan ja ryhmän (eri genotyypit)
välistä yhdysvaikutusta (F14,252= 1,6: p = 0,07, ANOVA-RM). Oppimiskokeessa tällainen
yhdysvaikutus on tavallisesti tärkein mittari, mutta silloin tulisi olla luotettavat satunnaistasot
kummaltakin ryhmältä ilman oppimisvaikutusta. Nyt näin ei ole, sillä jo ensimmäisen päivän
toinen suoritus kuvaa oppimista. Näin ollen merkittävä mittari on genotyyppien välinen
ryhmäero päivinä 2-16, joka oli tilastollisesti merkitsevä (F1,18 = 7,2: p = 0,015). Villityypin
hiiret suoriutuivat oppimiskokeessa muuntogeenisiä paremmin (Kuva 10). Genotyyppien
päiväkohtaisessa pareittaisvertailussa 5., 13., 15. ja 16. testipäivä erosivat tilastollisesti
merkitsevästi.
Kuva 10. Muuntogeenisten ja villityypin hiirten oikeiden suoritusten osuus iglutestissä.
*p < 0,05 (t-testi). Villityyppi: N = 10, muuntogeeninen: N = 10.
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5.2.2 Sarjavirheiden osuus
Muuntogeeniset hiiret tekivät enemmän sarjavirheitä. Sekä sarjavirheiden osuus kaikista
virheistä (F1,18 = 5,4; p = 0,032, ANOVA-RM, Kuva 11) että sarjavirheiden osuus kaikista
valinnoista (p = 0,031; Kuva 12) erosivat genotyyppien välillä tilastollisesti merkitsevästi.
Päiväkohtaisissa vertailuissa genotyypit erosivat sarjavirheiden osalta kahtena viimeisenä
testipäivänä.
Kuva 11. Muuntogeenisten ja villityypin hiirten sarjavirheiden osuus kaikista virheistä
iglutestissä. *p < 0,05 (t-testi). Villityyppi: N = 10, muuntogeeninen: N = 10.
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Kuva 12. Muuntogeenisten ja villityypin hiirten sarjavirheiden osuus kaikista valinnoista
iglutestissä. *p < 0,05 (t-testi). Villityyppi: N = 10, muuntogeeninen: N = 10.
5.2.3 Paino
Hiirten paino 2. igluryhmässä saatiin pidettyä tyydyttävästi noin 93 prosentissa niiden vapaan
ruokinnan aikaisesta painosta (Kuva 13). Genotyypillä oli selvä vaikutus painoon siten, että
villityypin hiiret olivat painavampia (F1,18 = 13,1; p = 0,002, ANOVA-RM). Paino ei
korreloinut tilastollisesti merkitsevästi oikeiden suoritusten osuuden kanssa kummallakaan
genotyypillä (villityyppi: r = 0,17, p = 0,53, siirtogeeninen: r = -0,16, p = 0,57; Spearmanin
korrelaatio). Näin ollen sitä ei otettu mukaan kovariaatiksi eri genotyyppien oikeiden
suoritusten analysointiin.
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Kuva 13. Muuntogeenisten ja villityypin hiirten painot prosentteina niiden vapaan ruokinnan
aikaisista painoista. Nuolet osoittavat viikonloput. Villityyppi: N = 10, muuntogeeninen: N =
10.
5.3 Testiryhmät iglukokeessa (1. igluryhmä vs. 2 igluryhmä)
Iglukokeen kaksi ryhmää eivät eronneet oppimisen suhteen tilastollisesti merkitsevästi (p =
0,73, ANOVA-RM). Ryhmillä oli erilainen rajoitettu ruokinta, painot noin 85 ja noin 93 %
vapaan ruokinnan aikaisista painoista. Ensimmäisen ryhmän 85 prosentin paino oli vaikeampi
ylläpitää kuvaajan mukaan (Kuva 14).
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Kuva 14. Iglukokeen kahden ryhmän (R1 ja R2) paino-prosentit. Nuolet ylhäällä osoittavat
ryhmän 1 viikonloput ja nuolet alhaalla ryhmän 2 viikonloput. R1: N = 6, R2: N = 20.
5.4 Iglu vs. testilauta
Iglukokeen kaikkien ryhmien keskiarvo erosi tilastollisesti erittäin merkitsevästi (p < 0,001,
ANOVA-RM, Kuva 15) testilautakokeen ryhmien keskiarvosta päivinä 2-16. Hiiret oppivat
vuorotteluperiaatteen paremmin ja tekivät enemmän oikeita suorituksia iglukokeessa.
Kuva 15. Oikeiden suoritusten osuus iglu- ja testilautakokeissa. Testilauta: N = 20 päivinä 1-
12, 13 päivinä 13-18 ja 7 päivinä 19-23. Iglu: N = 26 päivinä 1-14 ja 20 päivinä 15-16.
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6 Pohdinta
Tämän työn tavoitteena oli kehittää uusi työmuistia mittaava menetelmä Alzheimerin taudin
tutkimukseen. Työssä tutkittiin kahta eri menetelmää, testilautaa ja testi-iglua, 2-4 kk ikäisillä
APPswe/PS1dE9 -kannan hiirillä.
6.1 Testilauta
Testilautakokeessa ei onnistuttu saamaan merkittävää oppimisvaikutusta. Testiä muunneltiin
kokeen aikana tarkoituksena parantaa hiirten oppimista, mutta toivottua näkyvää vaikutusta ei
havaittu. Testiä pyrittiin parantamaan mm. muuttamalla reaktioviivettä ja testikerran suurinta
mahdollista valintojen määrää. Näillä muutoksilla pyrittiin optimoimaan hiiren motivaatio
valita aina oikein ja saada palkinto. Lisäksi testin edetessä hiiren kotihäkistä poistettiin
virikemateriaaleja testisession ajaksi tarkoituksena yksinkertaistaa testiympäristöä ja saamaan
hiiri keskittymään paremmin testissä suoriutumiseen.
Hiirten huono suoriutuminen testilautakokeessa johtui suurelta osin sarjavirheistä eli virheistä,
jotka suuntautuivat kahdesti tai useammin samaan testilaudan reikään. Hiirten tekemiä
sarjavirheitä yritettiin vähentää antamalla hiirten korjata väärä valintansa kolmen väärän
valinnan jälkeen. Käytännössä tämä tarkoitti sitä, että testilautaa ei poistettukaan kolmannen
väärän valinnan jälkeen, vaan hiiren annettiin työntää toinenkin pallo pois ja hakea sieltä
palkkio. Tätä menettelyä jatkettiin usean testipäivän ajan, mutta toivottua tulosta eli
sarjavirheiden vähentymistä ei saatu. Lisäksi eräille hiirille yritettiin opettaa vuorottelua
pakottamalla ne siihen siten, että vain sen kolon päällä, jossa muro oli, oli pallo. Tälläkään ei
ollut havaittavaa vaikutusta testissä suoriutumiseen.
Sarjavirheitä tai vuorottelun puutetta on havaittu myös aikaisemmissa tutkimuksissa mm.
virikkeettömässä ympäristössä kasvaneilla hiirillä (Bouchon & Will 1983), hiirillä ja rotilla,
joilla on hippokampusleesio (esim. Olton & Werz 1978, Gerlai 1998) sekä monilla
siirtogeenisillä hiirillä (esim. Lalonde ym. 1986, Kuhmonen 2007). Sarjavirheitä on selitetty
stereotyyppisenä toistamisena (Gerlai 1998) tai niiden on arveltu olevan seurausta
muistamattomuudesta, haluttomuudesta vuorotella tai heikentyneestä kyvystä korjata
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käyttäytymismallia eli oppia (Kuhmonen 2007). Olton tutkimusryhmineen (1978) arveli, ettei
heidän tutkimuksensa leesiorottien huono suoriutuminen johtunut siitä, että ne eivät pystyneet
käsittelemään paikkatietoa oikein, vaan siitä että ne tekivät väärän johtopäätöksen jo
valitsemistaan paikoista: menivät uudestaan sen sijaan, että olisivat vältelleet. Tämän
tutkimuksen havainnot tukevat parhaiten viimeksi mainittua. Ainakaan hiiret eivät tehneet
sarjavirheitä siksi, etteivät ne muistaisi viimeistä valintaansa, sillä silloin ne olisivat valinneet
sattumanvaraisesti kumpaakin reikää. Havaittiin myös, että sarjavirheitä tehdessään hiiret
eivät epäröineet valintojaan vaan ryntäsivät valitsemalleen puolelle heti kun mahdollista.
Myös Oltonin ja Werzin (1978) säteittäissokkelotutkimuksessa leesiorotat eivät erotelleet
oikeita ja vääriä haaroja, vaan juoksivat yleensä siihen haaraan, jonka edessä ne sattuivat
seisomaan, kun giljotiiniovet aukaistiin.
Joillakin hiirillä oli selvästi havaittavia käytösmalleja testilautakokeessa. Ne kulkivat testin
aikana häkissä joko myötä- tai vastapäivään ja ohittaessaan testilaudan työnsivät lähimmän
pallon pois paikoiltaan. Vastaavan käytösmallin kehittyminen on havaittu aikaisemmin myös
säteittäissokkelossa, jolloin rotat valitsivat aina läheisen haaran ja kiersivät aina joko myötä-
tai vastapäivään (esim. Olton & Werz 1978). Tällaisen käytösmallin tai kulkutavan
kehittyminen on ongelmallista, sillä silloin testi ei enää mittaa puhtaasti työmuistia. Tässä
kokeessa käytösmallista pyrittiin pääsemään eroon ensin siirtämällä häkin keskipaikkeilla
ollut testilauta häkin takaseinää vasten, jolloin sen kiertäminen vaikeutui ja myöhemmin se
estettiin kokonaan ottamalla käyttöön väliseinä.
6.2 Testi-iglu
Iglukoe onnistui erottamaan eri genotyypit toisistaan. Selvimmin ero oikeiden suoritusten
osuuksissa näkyi viimeisinä eli 15-16 testipäivänä. Näin tätä testi-iglulla suoritettavaa
ruokapalkintoon perustuvaa työmuistitestiä voidaan pitää onnistuneena. Testi kestää vähintään
noin 15 testipäivää tai 30 testikertaa, jolloin genotyyppien erot saadaan näkyviin. Testissä
käytetyt Alzheimerin tautia mallintavat APPswe/PS1dE9 -kannan hiiret olivat melko nuoria,
vain 3-4 kk ikäisiä. Näin nuorilla tämän kannan siirtogeenisillä hiirillä ei aikaisemmin ole
pystytty havaitsemaan muistitoimintojen heikkenemistä. Kymmenen kuukauden ikäisillä
hiirillä on havaittu lieviä oppimisvaikeuksia pitkäkestoista paikkamuistia vaativassa
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uimasuunnistustehtävässä (Oksman ym. 2006) ja noin vuoden ikäisillä heikentynyt työmuisti
T-sokkelo -tehtävässä (Kuhmonen 2007).
Testissä tarkkailtiin myös sarjavirheitä ja huomattiin, että siirtogeeniset hiiret tekivät niitä
iglukokeessa villityypin hiiriä enemmän. Kuten ero oikeissa suorituksissa myös ero
sarjavirheissä näkyi parhaiten 15. ja 16. testipäivänä. Näin ollen myös sarjavirheiden osuus on
käyttökelpoinen suure, kun pyritään löytämään ero APPswe/PS1dE9 –kannan villityypin ja
siirtogeenisten hiirten välille.
Iglutesti pystyi erottamaan siirtogeeniset ja villityypin hiiret toisistaan, mutta millään
hiiriryhmällä ei saatu merkitsevää oppimisvaikutusta. Oikeiden suoritusten osuus oli koko
testijakson ajan noin 55-65 % eli hiiret vuorottelivat  jonkin verran sattumatasoa enemmän,
mutta tulos ei parantunut tilastollisesti merkitsevästi. Kuitenkin erityisesti villityypin hiirillä
on havaittavissa pientä nousevaa suuntausta (Kuva 10). Suuremmalla eläinmäärällä ja/tai
koetta jatkettaessa pidempään, olisi ehkä mahdollista saada oppimisvaikutus merkitseväksi.
Lisäksi koemenetelmään voitaisiin tehdä joitakin muutoksia. Esimerkiksi nyt testisessiossa
peräkkäistä vuorottelua jatkettiin jopa yli kymmenen valinnan verran. Pitkään jatkuva
vuorottelu on vaativampaa työmuistille, sillä hiiren on aina muistettava vain viimeisin valinta
ja aiemmat valinnat voivat sekoittaa tätä (Lalonde ym. 1986). Valintojen määrää voitaisiin
pienentää tekemällä iglutestistä esimerkiksi viivästetty tunnistustesti, jossa olisi ensin
mallikerta ja sitten varsinainen testikerta, jolloin muro olisi joko samalla (DMS) tai eri
puolella (DNMS) kuin mallissa.
Hiiret olivat selvästi hyvin motivoituneita suorittamaan iglutestin (kuten myös
testilautakokeen). Hiiret olivat aktiivisia eikä pelon merkkejä kuten jähmettymistä havaittu
aivan ensimmäisiä totutuskertoja lukuun ottamatta. Jo viimeistään kahdessa päivässä hiirten
havaittiin keskittyvän hyvin testissä suoriutumiseen ja ne tekivät valintansa usein välittömästi
viiveen päätyttyä. Näin hyvän motivaation vuoksi viimeisellä testi-igluryhmällä kokeiltiin
vähentää ruokarajoitusta. Hiiret saivat testipäivän päätteeksi enemmän ruokaa, jolloin niiden
rajoitetun ruokinnan aikainen paino oli noin 93 % niiden vapaan ruokinnan aikaisesta painosta
kun aikaisemmilla ryhmillä se oli ollut noin 85 %. Tämän rajoitetun ruokinnan hellittämisen
ei havaittu vähentävän ollenkaan hiirten motivaatiota aivan ensimmäisiä testikertoja lukuun
ottamatta ja kyseinen painoprosentti oli lisäksi helpompi ylläpitää tasaisena kuin tiukempi
painoprosentti (Kuva 14). Rajoitettua ruokintaa on pidetty ongelmallisena, sillä sen on
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arvioitu voivan vaikuttaa hiiren suoriutumiseen vaikuttamalla sen tunnetilaan (Dellu ym.
2000) ja lisäksi sen toteuttaminen voi olla käytännöllisesti haastavaa. Tämän tutkimuksen
perusteella testi-iglukokeen voisi mahdollisesti suorittaa jopa ilman rajoitettua ruokintaa tai
ainakin hyvin pieni rajoitus riittää antamaan tarpeeksi motivaatiota.
Testi-iglukoetta voitaisiin kokeilla myös ilman ruokapalkkiota eli spontaanin vuorottelun
testinä. Tällöin testi perustuisi hiirten luonnolliseen taipumukseen tutkia eikä vaatisi säännön
oppimista ja se olisi kestoltaan lyhyempi. Tosin voi olla, että esimerkiksi siirtogeenisten ja
villityypin hiirten välinen ero vuorottelussa tulisi niin pieneksi, että testissä jouduttaisiin
käyttämään kohtuuttoman suuria eläinmääriä merkitsevän tuloksen saamiseksi.
7. Johtopäätökset
Tässä työssä tutkittiin kahta hiiren kotihäkissä suoritettavaa uutta työmuistitestiä.
Testilautakoetta yritettiin parantaa monin tavoin, mutta sillä ei päästy yhtä hyviin tuloksiin
kuin testi-iglulla. Testi-iglu pystyi erottamaan APPswe/PS1dE9 –kannan villityypin ja
siirtogeeniset hiiret. Lisäksi tällä menetelmällä pystyttiin havaitsemaan muistitoimintojen
heikkeneminen jo 3-4 kuukauden ikäisillä hiirillä, mikä on huomattavasti aiemmin kuin
aikaisemmissa tutkimuksissa. Testi-iglua tulisikin tutkia lisää, sillä näiden tulosten perusteella
testi-iglukoe vaikuttaisi soveltuvan hyvin muistia rappeuttavien pitkäaikaissairauksien, kuten
Alzheimerin taudin, etenemisen tutkimiseen kyseisiä sairauksia mallintavilla hiirillä.
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